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Resum 
En aquest treball s’ha estudiat la potencial interacció entre els arqueobacteris i les poblacions 
eubacterianes electrogèniques que coexisteixen en el biofilm anodòfil de les cel·les de combustible 
microbianes (MFC) així com l’efecte dels arqueobacteris metanogènics sobre la producció 
d’electricitat i la robustesa del propi biofilm. 
Per a l’aplicació d’aquesta tecnologia a escala real s’ha de comptar amb un biofilm robust i assegurar 
la viabilitat econòmica del procés. Actualment, molts estudis amb MFC inhibeixen la metanogènesi 
per augmentar l’eficiència Coulòmbica, però altres estudis han observat canvis en la població 
d’eubacteris, alguns relacionats amb la transferència d’electrons a l’ànode, en presència d’un 
inhibidor de la metanogènesi. Hi ha pocs treballs on s’utilitzin tècniques de microbiologia per 
estudiar les poblacions d’arqueobacteris en MFC. 
En la primera etapa de l’estudi,  es va dur a terme la operació d’un reactor en règim continu a escala 
laboratori (165 ml de volum efectiu a la cambra anòdica) amb acetat de sodi com a substrat (9 g 
DQO/l·d-1), addicionant d’un compost descrit com a inhibidor de la metanogènesi (2-brom età 
sulfonat; BES). En la segona etapa de l’estudi, es van estudiar el comportament electrogènic d’una 
soca pura metanogènica (Methanosarcina barkeri) enfront de polsos d’acetat (10 mM) en reactors de 
10 ml/compartiment en discontinu. 
La caracterització dels reactors  es va dur a terme mitjançant tècniques d’anàlisi fisicoquímic, 
electroquímic i microbiològic (PCR-DGGE i piroseqüenciació). 
L’addició del BES (2-bromo età sulfonat) no ha inhibit completament la metanogènesi a 
concentracions situades entre 0,16 i 10 mM. Les concentracions esmentades podrien inhibir la via 
acetoclàstica associada a la Methanosarcina sp., potenciant la via hidrogenotròfica. S’observa un 
augment en la diversitat de la població d’eubacteris, així com en l’abundància relativa de fílums com 
Bacteroidetes, que podria estar relacionat amb l’augment observat en l’eficiència Coulòmbica de 
0,27% a 0,53%. 
Aquest estudi demostra que existeix la possibilitat que els arqueobacteris metanògens com la 
Methanosarcina sp. juguin un paper important en el funcionament de les MFC en sintròfia amb 
alguns eubacteris presents a l’ànode, com Pseudomonas stutzeri. 
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1. Introducció 
1.1 Problemàtica energètica i valorització de residus 
 
La sobreexplotació dels recursos naturals i la creixent necessitat energètica són realitats evidents al 
llarg de la nostra història recent, on economies emergents com la Xina i la Índia lluiten per aconseguir 
situar-se al nivell d’industrialització dels països considerats desenvolupats. El continuat creixement 
de la població mundial juntament amb l’augment exponencial del consum causen un gran impacte 
ambiental sobre els recursos del planeta, que com sabem no són inesgotables.  
Tot i quedes de fa anys ja existeixen tecnologies implantades a escala industrial per al tractament i 
valorització de corrents residuals orgàniques d’origen agrícola, municipal i industrial, com la digestió 
anaeròbia, encara hi ha una gran quantitat de la matèria orgànica continguda en aquests corrents 
que no s’aprofita energèticament. Optimitzar aquests processos i/o valoritzar aquesta energia 
residual mitjançant processos alternatius com són els sistemes bioelectroquímics (SBE), podria 
proporcionar una nova font d’electricitat que alhora disminuís el consum energètic del propi procés 
de tractament sobretot quan s’aplica a corrents residuals poc concentrades (Logan i Rabaey, 2012). 
Alternativament, l’energia continguda en la matèria orgànica es pot utilitzar en SBE per a la obtenció 
de productes químics d’interès que requereixen energia i substrats orgànics en la seva producció, 
com són l’hidròxid de sodi (Rabaey et al., 2010), el peròxid d’hidrogen (Foley et al., 2010), l’acetat 
(Nevin et al., 2010) o l’etanol (Steinbusch et al., 2010). 
La producció biològica d’electricitat mitjançant sistemes bioelectroquímics (SBE) presenta un atractiu 
afegit degut a la possibilitat de convertir directament la matèria orgànica en electricitat (Rabaey i 
Verstraete, 2005) i a priori tenir un rendiment més elevat.  
En els SBE, els microorganismes interactuen amb els elèctrodes mitjançant electrons, que són afegits 
o extrets a través d’un circuit elèctric. El tipus de SBE més descrit són les cel·les de combustible 
microbià (MFC, acrònim originari de l’anglès “Microbial Fuel Cells”), en les quals es genera energia 
elèctrica a partir de l’oxidació de la matèria orgànica o altres substrats orgànics biodegradables 
contingudes en la corrent residual.  
Millores en el disseny dels reactors i els materials utilitzats han permès augmentar el rendiment de 
les MFC, així com la obtenció de productes de valor afegit com l’hidrogen molecular o el metà en les 
cel·les d’electròlisi microbianes (en MEC) (Kiely et al., 2011). La diferència més notable entre les MFC 
i les MEC és que les primeres produeixen voltatge, mentre que les segones necessiten aportació 
externa de voltatge, per a que es duguin a terme les reaccions electroquímiques no espontànies 
desitjades tant al compartiment anòdic com catòdic (Rozendal et al., 2006). 
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Tot i que la tecnologia de les cel·les de combustible microbianes té una història de més de 100 anys 
(Potter, 1911), el seu desenvolupament no s’ha començat a estudiar en profunditat fins fa 
aproximadament una dècada, en la qual el nombre de publicacions amb les paraules “microbial fuel 
cell” ha anat augmentant de manera exponencial (Figura 1.1). De fet, en els últims anys, el Banc 
Mundial ha finançat estudis aplicats amb MFC que funcionen amb residus i proporcionen 
d’electricitat per als llums i la càrrega de bateries en àrees rurals de Tanzània i Namíbia (Franks et al., 
2010). 
 
Figura 1.1. Articles científics amb les paraules “microbial fuel cell” en el 
període de 1992-2012 (ISI Web of Knowledge, gener, 2013). 
 
1.2 Funcionament d’una MFC 
 
Les cel·les de combustible microbià (MFC) operen de manera similar a una cel·la electroquímica 
tradicional, on l’electricitat és aprofitada mitjançant la separació de la semireacció d’oxidació i la de 
reducció en dues cambres diferents, ànode i càtode. La principal diferència és que en una MFC, 
enlloc d’utilitzar un catalitzador químic d’elevat cost i una aportació externa d’energia, el procés està 
catalitzat per poblacions microbianes que tenen la capacitat de transferir electrons a un acceptor 
sòlid extracel·lular d’electrons com és un elèctrode (ànode). 
L’ànode i el càtode estan connectats per un circuit elèctric extern, amb una resistència externa, i 
separats per una membrana d’intercanvi iònic (habitualment de tipus catiònic). En el compartiment 
anòdic, els microorganismes oxiden els compostos orgànics en condicions anaeròbies produint 
electrons (e-) i protons (H+). Els electrons són transferits a l’ànode, on són conduits a través d’un 
circuit extern cap al càtode, on redueixen un acceptor final d’electrons, el qual generalment és un 
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oxidant fort tal com l’oxigen molecular (Rabaey et al., 2009), formant aigua. Com major sigui la 
diferencia de potencial entre el donador i l’acceptor d’electrons , major serà l’energia potencialment 
guanyada pels bacteris i per tant més espontani serà el procés. Per tancar el balanç de càrregues, i 
també el gradient de concentració dels propis protons , aquests migren a través d’una membrana 
d’intercanvi iònic (generalment catiònica)  des del compartiment anòdic cap al compartiment catòdic 
(Figura 1.2). 
Les poblacions microbianes que catalitzen el procés són anomenades exoelectrogèniques per la seva 
capacitat de transferir els electrons resultants de l’oxidació a un acceptor sòlid (Rabaey et al., 2007).  
 
 
Figura 1.2. Esquema de funcionament d’una MFC (adaptat de Rabaey i 
Verstraete, 2005) 
 
En una MFC només es genera electricitat de forma continua si la reacció global és 
termodinàmicament favorable, és a dir, si l’energia lliure de Gibbs és negativa, del contrari serà 
necessària una aportació externa d’energia per a dur a terme la reacció electroquímica i, per tant, 
estarem parlant d’una MEC.  
Per als SBE és convenient avaluar la reacció en termes de la força electromotriu (emf) total de la 
cel·la Eemf, definida com la diferència de potencial entre els elèctrodes. La Eemf (en V) pot ser calculada 
segons l’Equació 1.1. 
                               Eemf 
- G
r
nF
                                              (Equació 1.1) 
on n són el nombre d’electrons per mol de reacció (en mol), F és la constant de Faraday (96485,3 
C/mol) i  Gr és l’energia lliure de Gibbs de la reacció (en J/mol) que es calcula segons l’Equació 1.2. 
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 Gr  Gr
   ·T·ln( )                                                  (Equació 1.2) 
on  Gr
  és l’energia lliure de Gibbs de la reacció en condicions estàndard, R  és la constant de gasos 
universal (8,31447 J mol-1 K-1), T (K) és la temperatura  i   és el quocient de la reacció calculat com les 
activitats dels productes entre les activitats dels reactius. Per exemple, en una MFC amb acetat com 
a substrat orgànic ([CH3 COO
-] = [HCO3
-] = 10 mM, pH 7, 298,15 K, pO2 = 0,2 bar): 
Ànode: CH3 COO
-+ 4H2 O   2HCO3
- + 9H+ + 8e- 
Càtode: 2O2  + 8H
+  + 8e-     4H2O 
Reacció general: CH3 COO
-+ 2O22HCO3
- + H+  
( G   - 847,60 kJ/mol; Eemf = 1,10V) 
 
1.3 Factors limitants en l’eficiència de la tecnologia de les MFC 
La tecnologia de les MFC és una alternativa prometedora pel què fa a la generació d’energia a partir 
de substrats orgànics, no obstant les densitats de potencia assolides fins el moment no són prou 
elevades per a ser considerades una font d’energia alternativa viable i per tant es requereixen 
millores substancials per arribar al punt en què la conversió de residus orgànics i biomassa en energia 
a gran escala sigui un fet. 
En alguns estudis s’han aconseguit elevades densitats de potència de 6860 mW/m2 (Fan et al., 2008), 
2770 mW/m2 (1550 W/m3) (Fan et al., 2007) i 1970 mW/m2 (115 W/m3) (Cheng i Logan, 2006), 
utilitzant càtodes airejats . En un estudi realitzat amb una MFC amb un volum a la cambra anòdica de 
34 ml utilitzant ferrocianur com a catòlit es van aconseguir densitats de potència de 2150 W/m3 
(Nevin et al., 2008). Les densitats de potència més altes s’han aconseguir amb MFC a escala 
laboratori i volums efectius inferiors als 30 ml (Cheng i Logan, 2011). Quan s’ha operat amb MFC de 
més d’un litre, les densitats de potència màximes referenciades generalment han estat menors, 
típicament inferiors a 35 W/m3 (Dekker et al., 2009). Aquestes produccions són encara molt inferiors 
al kW/m3, que és considerat el mínim per a què les aplicacions industrials de recuperació d’energia a 
partir de la matèria orgànica siguin viables (Pham et al., 2009), fet que suggereix que els factors 
limitants referents a les dimensions dels reactors requereixen més estudi i control. En la majoria dels 
casos la principal raó de les baixes densitat de potència assolides és una alta resistència interna que 
pot ser deguda a sobrepotencials de l’ànode i el càtode, a la concentració del substrat o a la 
resistència de la membrana o de les solucions utilitzades (Clauwaert et al.,2008). Coneixent el 
funcionament d’una cel·la de combustible i els seus components, podem saber quines són les 
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limitacions del sistema (Figura 1.3), i per tant, quins són els punts clau on es podria incidir per a 
disminuir la resistència interna i millorar el grau d’eficiència. 
 
Figura 1.3. Factors limitants per a la producció d’energia en una cel·la de 
combustible microbiana. 
 
1. Transferència d’electrons a l’ànode: la transferència d’electrons des de les cèl·lules 
bacterianes a l’elèctrode i, per tant, el rendiment global del sistema, depèn del tipus de 
material i de les seves propietats físiques, com del rati superfície/àrea de l’elèctrode, en 
particular de l’ànode, de la capacitat de transferir electrons de la comunitat de 
microorganismes i de l’existència o no de compostos que facilitin aquesta transferència 
(shuttles). 
 
2. Metabolisme dels microorganismes: la diversitat microbiana present en els inòculs de partida 
i la quantitat i estructura de les poblacions microbianes, així com la càrrega orgànica i 
conductivitat del substrat i el grau de mescla o la temperatura, afecten també la taxa de 
conversió energètica. 
 
3. Resistència externa del sistema: depenent de la resistència externa () que connecta l’ànode 
amb el càtode, el flux d’electrons a través del circuit serà menor o major. 
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4. Acceptors d’electrons: en molts casos la reducció de l’acceptor final d’electrons en el càtode 
és el factor que determina la màxima potència del sistema. L’oxigen és l’acceptor final típic, 
però també poden servir nitrit, nitrat, ferro, ferrocianur, etc. S’ha de tenir en compte també 
la distància que separa l’ànode del càtode. 
 
5. La transferència de protons al càtode: és molt important que els protons generats a l’ànode 
siguin transferits a la cambra catòdica per a tancar el balanç de càrregues. Aquest fet depèn 
principalment dels materials de la membrana que separa ambdós compartiments. 
 
Més enllà dels factors limitants en quant a eficiència, la viabilitat econòmica és un dels majors reptes 
per a aquesta tecnologia, és a dir, aconseguir que els materials i l’estructura amb els quals es 
maximitza la generació de corrent elèctric i l’eficiència del sistema no siguin d’elevat cost per així 
assegurar la viabilitat econòmica de la tecnologia a gran escala. 
 
1.4 Mecanismes de transferència electrònica 
Els electrons son transferits pels microorganismes des del substrat a l’ànode mitjançant diferents 
estratègies, el conjunt de les quals es coneix com a Transferència Electrònica Extracel·lular (TEE). Els 
diferents mecanismes de TEE es poden classificar en dos grups.  
a) El primer és indirecte i es basa en el circuit redox de compostos solubles transportadors 
d’electrons (shuttles) entre els microorganismes i l’elèctrode. Aquests compostos poden ser 
espècies redox presents a la matèria orgànica, com àcids húmics o compostos de sulfur, 
compostos externs afegits o poden ser produïts pels propis microorganismes, com quinones 
o fenazines, les quals inicialment es pensava que només podien ser produïdes pels gèneres 
Pseudomonas i Shewanella, tot i que en l’actualitat hi ha mots altres grups microbians que 
també hi estarien implicats. En els primers estudis de Potter (1911) el bacteri Eschericha coli 
mostrava producció de voltatge quan se li afegia un d’aquests mediadors químics (shuttles). 
No obstant, aquest microorganisme no produeix electricitat en absència de shuttles (Bond i 
Lovley, 2003).  
b) El segon mecanisme és per contacte directe entre els microorganismes electroquímicament 
actius i l’elèctrode, ja sigui mitjançant proteïnes redox de membrana interconnectades entre 
sí (relacionades estructuralment amb la família dels citocroms), o bé a través d’uns filaments 
proteics conductors (pilis), també coneguts com “nanowires”. Aquests mecanismes de 
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contacte directe foren inicialment descrits en els gèneres Geobacter i Shewanella, i 
actualment es coneix que hi ha altres gèneres microbians implicats (Gorby et al., 2006). 
A la Figura 1.4 es representen de manera esquemàtica tots els mecanismes de TEE descrits 
anteriorment, així com nous models proposats (Pham et al., 2009). 
 
 
Figura 1.4. Models de transferència d’electrons a l’ànode. a) models 
establerts: i) transferència indirecta per addició de mediadors exògens, ii) 
transferència indirecta per mediadors produïts pels propis microorganismes, 
iii) transferència directa per citocroms de la membrana externa cel·lular, i iv) 
transferència directa per “nanowires”.  b) models nous proposats, basats en 
diferents estudis (Logan i Regan 2006; Eggleston et al., 2008; Pham et al., 
2008): i) transferència indirecta per espècies no exoelectrogèniques, a 
través de mediadors produïts per espècies exoelectrogèniques, ii) 
transferència directa per una capa de citocroms de membrana, i iii) 
transferència de cèl·lula a cèl·lula a través de “nanowires”. 
1.5 Poblacions microbianes implicades 
Les comunitats microbianes que colonitzen l’ànode en una MFC són força  complexes, amb una 
elevada diversitat microbiana, fet que dificulta la diferenciació i estudi dels mecanismes que 
intervenen en la producció de corrent elèctric i les espècies implicades. A més, el consorci microbià i 
les espècies predominants difereixen segons les condicions operacionals, així com del tipus d’inòcul i 
de substrat (Kim et al., 2008). 
        a) Models establerts                              b) Models addicionals 
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En els últims anys s’ha publicat una gran quantitat d’informació sobre dos dels gèneres microbians 
metal·lo-reductors amb activitat exoelectrogènica més coneguts, Shewanella sp. (Ringeisen et al., 
2006; von Canstein et al., 2008)  i Geobacter sp. (Bond i Lovley, 2003; Richter et al., 2008), però els 
intents per simplificar l’estudi d’aquestes comunitats complexes amb cultius purs, en la majoria dels 
casos, ha resultat en densitats de potència considerablement inferiors a les aconseguides amb cultius 
mixtes (Nevin et al., 2008). Aquest fet i la presència de filotips lligats a taxons no classificats o de 
difícil assignació taxonòmica trobades en l’anàlisi de biofilms d’ànodes d’un gran nombre de MFC 
(Kim et al., 2008; Logan i Regan, 2006) reforcen la idea que l’increment  de la generació d’electricitat 
en aquests sistemes pot ser atribuïble a accions sinèrgiques entre la comunitat microbiana, en les 
quals hi participen microorganismes que, tot i no intervenir directament en la transferència 
d’electrons a l’elèctrode, podria ser que establissin interaccions directes a través d’altres membres 
de la comunitat microbiana (Rabaey et al., 2007; Pham et al., 2008). 
Hi ha estudis recents que indiquen la presència d’arqueobacteris en el biofilm de MFC, fet que 
suggereix la possible existència de sinèrgies amb la població d’eubacteris pel què fa a la robustesa 
dels biofilms als elèctrodes (Abrevaya et al., 2011; Sotres et al., 2012; Higgins et al., 2013). Un estudi 
recent de Franks (2012) apunta de manera clara que el desenvolupament de biofilms conductors pot 
ser degut a interaccions sintròfiques amb microorganismes metanogènics. Anteriorment, s’ha 
considerat que les interaccions sintròfiques en les comunitats metanogèniques es donen 
principalment per la transferència d’hidrogen entre diferents microorganismes, on el 
microorganisme donador d’electrons produeix hidrogen i el metanògen acceptor d’electrons utilitza 
l’hidrogen com a font d’electrons, no obstant, alguns estudis (Morita et al., 2011; Summers et al., 
2010) han demostrat que els microorganismes de les comunitats metanogèniques son capaços de 
transferir directament electrons entre ells mitjançant grans agregats. Per tant, la transferència 
electrònica directa entre especies podria ser un mecanisme principal de transferència electrònica en 
els agregats metanogènics (Franks, 2012). Tot i així, encara hi ha molt poc coneixement pel què fa a 
la combinació del comportament electroquímic del reactor amb la distribució de les poblacions 
d’eubacteris i arqueobacteris a l’ànode en diferents situacions experimentals i tipus de reactors. 
L’estudi de les poblacions microbianes en MFC és molt recent. L’any 2  8 i va haver un gran augment 
en el nombre de publicacions per any (Figura 1.5. a]). Encara és més recent l’estudi de la comunitat 
dels arqueobacteris en aquesta tecnologia, destacant el baix nombre de publicacions (Figura 1.5. b]). 
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Figura 1.5. Articles científics amb les paraules a) “microbial fuel cell” i 
“microbiology” en el període de 1992-2012 i b) “microbial fuel cell” i 
“archaea” en el període 2006-2012,(ISI Web of Knowledge, gener, 2013). 
 
1.5.1 El rol dels arqueobacteris 
Les condicions de creixement dels microorganismes exoelectrògens són similars a les dels 
metanògens i per tant, és habitual observar diferents concentracions de metà en molts estudis sobre 
MFC (Chae et al., 2009; Freguia et al., 2007b, Kim et al., 2005). En particular, la formació de metà és 
comú en les MFC que han estat inoculades amb inòculs procedents de digestors anaerobis.  
La majoria d’aquests estudis indica que els metanògens competeixen activament amb els 
exoelectrògens pel substrat, disminuint l’eficiència de les MFC i apunten que la inhibició dels primers 
podria millorar substancialment el rendiment de les MFC (Chae et al., 2010). 
No obstant, pel què fa a l’estudi de la comunitat microbiana en MFC, només s’ha trobat un treball 
que hagi utilitzat primers específics per arqueobacteris detectant la presència d’aquests 
microorganismes (He et al., 2005). La majoria d’estudis tan sols utilitzen primers per eubacteris, per 
tant, la importància dels metanògens en el biofilm i l’efecte de la inhibició d’aquests 
microorganismes sobre el global de la població està molt poc estudiada (Logan i Rabaey, 2006). 
S’han descrit molts inhibidors de la metanogènesi (Liu et al., 2011), destacant el 2-brom età sulfonat 
(BES) per ser inhibidor específic dels microorganismes metanogènics (Nollet et al., 1997). El BES 
(BrCH2CH2SO3
-) és un anàleg estructural del coenzim M (CoM; HSCH2CH2SO3
-) que només es troba 
a] 
b] 
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present en els metanògens i està involucrat en la reacció enzimàtica final de la formació de metà 
(Figura 1.6), on el grup metil del CoM és reduït a metà per la metil-CoM reductasa (Chiu et al., 2001). 
 
 
Figura 1.6. Conversió anaeròbia de la matèria orgànica a metà i les vies 
d’inhibició objectiu de diferents inhibidors comuns (Liu et al.,  2011). 
 
 
Les concentracions efectives per inhibir la metanogènesi difereixen en funció del sistema d’aplicació 
(Liu et al., 2011). En estudis amb BES en MFC, Chae et al. (2010) van descriure per a una MFC 
alimentada amb acetat un augment de l’eficiència Coulòmbica del 35% i el 7 % amb addicions de BES 
de 0,1 i 0,27 mM, respectivament sense observar-se efecte sobre la població exoelectrogènica. 
Zhuang et al. (2012), utilitzant BES 0,5 mM en una MFC alimentada amb llots de depuradora van 
descriure un augment de l’eficiència Coulòmbica del 4,1% al 7,8% i la completa inhibició de la 
metanogènesi i He et al. (2005) no van detectar producció de metà amb una concentració de BES 6 
mM, observant un augment d’un 25% en l’EC. 
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2.  Objectius 
2.1 Objectiu general 
 
L’objectiu d’aquest treball és estudiar la potencial interacció entre els arqueobacteris i les poblacions 
eubacterianes electrogèniques que coexisteixen en els biofilms anodòfils de les cel·les de 
combustible microbianes i si aquesta coexistència pot tenir efectes sobre la producció d’electricitat i 
la robustesa del propi biofilm. 
2.2 Objectius específics 
Els objectius específics per a ampliar el coneixement sobre la dinàmica de la comunitat microbiana i 
la seva relació amb el funcionament de la MFC es van centrar en: 
 
1. Estudiar l’efecte de l’addició de dosis creixents 2-brom età sulfonat (BES) com a inhibidor de 
la metanogènesi sobre la producció d’electricitat i la diversitat microbiana d’eubacteris i 
arqueobacteris en una MFC operada en règim continu utilitzant acetat com a font 
d’electrons. 
 
2. Desenvolupar diverses MFC en règim discontinu a partir d’un substrat sintètic, adequat per 
l’estudi de la capacitat electrogènica d’un arqueobacteri metanogènic (utilitzant un cultiu 
microbià pur de Methanosarcina barkeri) i els possibles mecanismes de transferència 
electrònica. 
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3. Materials i mètodes 
3.1 Configuració dels reactors MFC 
Existeixen nombroses configuracions de MFC, però la que es va utilitzar en aquest treball, va ser la de 
doble compartiment, on l’ànode i el càtode estan connectats per un circuit elèctric extern amb una 
resistència i separats per una membrana d’intercanvi iònic. Es van emprar reactors amb geometries i 
operacions diferents que a continuació es descriuen. 
3.1.1 Reactor en continu (MFCm) 
En una primera fase de l’estudi, per veure l’efecte de l’addició d’un inhibidor de la metanogènesi 
sobre el comportament electroquímic i la comunitat microbiana d’eubacteris i arqueobacteris, es va 
utilitzar una MFC operada en règim continu. Aquest reactor, en endavant MFCm, tenia unes 
dimensions de 0,14x0,12x0,02 m3, amb un volum nominal de 336 ml/compartiment (Figures 3.1 i 
3.2). 
 
Figura 3.1. Esquema del reactor MFCm. 
El cos de les cel·les del reactor estava format per dos marcs rectangulars de metacrilat Perspex i dues 
tapes quadrades del mateix material. Els marcs de metacrilat disposaven de diversos orificis per a 
realitzar les connexions necessàries per al bombeig, recirculació  i la presa de mostra (Figures 3.1 i 
3.2). Entre els dos marcs es va col·locar la membrana d’intercanvi catiònic Ultrex CMI-7000 
(Membranes International Inc., Ringwood, NJ, USA). L’elèctrode de l’ànode era de grafit granular de 2 
a 6 mm de diàmetre (El Carb 100, Graphite Sales, USA), reduint el volum efectiu de la cambra anòdica 
a 165 ml, i el del càtode era una malla d’acer galvanitzat. La resistència externa es va fixar a 500 . 
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El seguiment del voltatge i la temperatura de les MFC es van monitoritzar en continu mitjançant un 
multímetre datalogger de 21 canals (34970A Agilent Technologies). 
 
 
Figura 3.2. Muntatge del reactor MFCm. 
 
3.1.2 Reactors en discontinu (MFCp) 
En la segona fase de l’experiment, per a estudiar si una soca pura metanogènica és capaç de 
transferir electrons a l’ànode, es van desenvolupar 6 condicions experimentals per duplicat en amb 
MFC en règim discontinu utilitzant reactors a petita escala (10 ml/compartiment), que en endavant 
anomenarem MFCp, a partir d’un model comercial de MFC (NCBE, University of Reading, UK) (Figura 
3.3). Els elèctrodes, tant de l’ànode com del càtode, eren de fibra de grafit i estaven connectats al 
circuit extern per unes barres de grafit (Carbosystem, Espanya). La resistència externa es va fixar a 
1000  en tos els reactors, a excepció de dues MFCp que es van deixar en circuit obert. El seguiment 
del voltatge i la temperatura es van monitoritzar en continu mitjançant un multímetre datalogger de 
21 canals (34970A Agilent Technologies). 
Condicionament dels materials dels reactors MFCm i MFCp. 
Abans del muntatge, les peces de metacrilat es van rentar amb etanol al 70%, es van autoclavar 
(120C, 20 minuts) i irradiar amb llum UV. Per eliminar les impureses de metalls en les barres i els 
grànuls de grafit, es va seguir el procediment indicat per Freguia et al. (2007a) submergint en HCl 1M 
durant 24 hores i posteriorment 24hores més en NaOH 1M. La membrana va ser aclimatada deixant-
la 24 hores en el medi mineral abans de ser muntada entre ambdós compartiments. 
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Figura 3.3. Esquema i muntatge d’un reactor MFCp (NCBE, University of 
Reading, UK). 
 
3.2 Inòculs, medis i substrat 
3.2.1 Estudi de l’efecte de la inhibició de la metanogènesi 
El reactor MFCm, abans d’aquest estudi, ja estava en funcionament (Sotres et al., 2012), pel què ja 
contenia un consorci microbià enriquit procedent d’un digestor anaerobi i es trobava en règim 
estacionari (voltatge estable).  
Al compartiment anòdic es va utilitzar un medi amb la següent composició: 3 g/l KH2PO4; 6 g/l 
Na2HPO4; 3,82 g/l NH4Cl; 0,246 g/l de MgSO4;2 g/l NaHCO3; 1 ml/l d’una solució de micronutrients i 1 
ml/l d’una solució de CaCl2 de 14,7 mg.  La composició de la solució de micronutrients és la següent: 
0,9 mg/l de FeCl3; 0,15 mg/l H3BO3; 0,02 mg/l CuSO40; 0,18 mg/l KI; 0,08 mg/l MnCl2; 0,05 mg/l 
Na2MoO4;  , 7 mg/l ZnSO4;  , 7 mg/l CoCl2;  , 12 mg/l NiCl2 i 1  mg/l d’EDTA (Rabaey et al., 
2005). A aquest medi se li va afegir el acetat sòdic com a font d’electrons en una concentració de 2,9 
g/l. 
Al compartiment catòdic, es va utilitzar una solució amb 3 g/l KH2PO4 i 6 g/l Na2HPO4 que era 
recirculada passant per un borbollador d’aire abans de tornar a entrar al càtode (Figura 3.2), 
assegurant condicions anaeròbies en la cambra catòdica.  
Per a estudiar l’efecte de la inhibició de la metanogènesi sobre la producció d’electricitat i la 
diversitat microbiana d’eubacteris i arqueobacteris es van utilitzar dosis creixents 2-brom età 
sulfonat (BES) (sal sòdica al 98%, Sigma-Aldrich). En base als estudis de Chae et al, (2010) i Zhuang et 
al. (2012) es va afegir BES en concentracions de 0,16mM i 0,5mM. Posteriorment, en no observar 
canvis en la intensitat de corrent generat a la MFCm, es va dosificar BES en concentracions majors ( 5 
i 10 mM) com ja s’havia fet en altres estudis (He et al., 2005). 
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3.2.2 Estudi de la capacitat electrogènica d’un arqueobacteri metanogènic 
Els reactors MFCp, exceptuant els abiòtics, es van inocular amb dues soques pures diferents. 
 La soca pura d’arqueobacteris metanogènics és Methanosarcina barkeri 800T de la col·lecció 
alemanya de microorganismes i cultius cel·lulars (DSMZ). Aquesta soca va ser aïllada per 
DSMZ d’un digestor anaerobi de fangs, estava adaptada a acetat i resuspesa en el medi de 
cultiu 120 de la col·lecció alemanya DSMZ.   
 La soca d’Escherichia coli (E. Coli) es va fer créixer en un caldo de cultiu anaerobi abans 
d’addicionar-la als reactors. 
 
Es va utilitzar un cultiu pur de Methanosarcina barkeri (M. barkeri) perquè Methanosarcina és el 
gènere que es va trobar de forma més abundant en l’experiment en continu realitzat en aquest 
treball. La Methanosarcina ha estat relacionada amb les metanofenazines, les quals tenen la 
capacitat d’interactuar amb enzims de membrana involucrats en el transport electrònic (Abken et al., 
1998) i té dualitat metabòlica (acetoclàstica i hidrogenotròfica) (Karakashev et al., 2006). Per tot això 
es va considerar un bon model per realitzar aquest experiment. 
Com s’indica a la Taula 3.1, les MFCp A i F es van inocular amb 0,5 ml de la soca pura de M. barkeri en 
el seu medi de cultiu. Dues es van operar en circuit tancat i dues en circuit obert. Per a la inoculació 
de les cel·les C, es van centrifugar (3500rpm, 2 min) 0,5 ml de la M. barkeri en el medi de cultiu de 
DSMZ per resuspendre el pellet obtingut en 0,5 ml del medi amb el que es va omplir el compartiment 
anòdic. Es van introduir 0,5 ml del sobrenedant resultant després de la centrifugació del  cultiu de 
creixement, és a dir el medi de cultiu DSMZ sense M. barkeri,  a les MFCp B. Finalment, es va muntar 
un control negatiu amb una soca que es coneix que no té la capacitat de transferir electrons a no ser 
que hi hagi mediadors químics, com E. coli (Potter, 1911) (cel·les E) i, per últim, un altre control 
negatiu però sense biomassa bacteriana, les MFCp D. 
El medi mineral del compartiment anòdic tenia la següent composició: 4,5 g/l KH2PO4; 0,5 g/l K2HPO4; 
2 g/l NH4Cl; 0,1 g/l MgSO4.7H2O, 1ml/l de solució de micronutrients (com la descrita anteriorment 
per les MFCm) i 1 ml d’una solució de vitamines.  
Al compartiment catòdic, com a acceptor final d’electrons,  es va utilitzar una solució en tampó fosfat 
(100mM), ferrocianur potàssic (K3Fe(CN)6) 50mM, el qual es va renovar a cada nou pols de substrat 
(acetat, 100 mM) realitzat a la cambra anòdica. Tots els medis utilitzats es van preparar amb aigua 
desionitzada purificada amb un aparell Milli-Q (Millipore Ibérica, S.A.U.), es van neutralitzar amb 
NaOH al 5% i autoclavar (120ºC, 20min). 
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En totes les MFCp, es va utilitzar com a substrat una solució neutralitzada d’acetat  acetat sòdic 1M, 
que s’anava afegint a polsos (fins a una concentració teòrica de 1   mM en el compartiment anòdic) 
cada vegada que el voltatge disminuïa a valors basals, per tal d’assegurar la presència d’acetat a la 
cambra anòdica. 
Taula 3.1. Contingut de l’ànode. 
 
1MFCp en circuit obert. 
 
3.3 Operació i seguiment 
3.3.1 Reactor en continu (MFCm) 
Les solucions del càtode i de l’ànode es van dosificar en continu per bombeig amb una bomba 
peristàltica (Watson Marlow sciQ 323), amb un cabal mitjà de 31 ml/hora donant lloc a una velocitat 
de càrrega orgànica mitjana de 9 kg DQO/m3·d-1 i a un temps de retenció hidràulic (TRH) de 8,5 hores. 
Per obtenir condicions de mescla completa a l’interior de les cambres i evitar gradients de 
concentració i obturacions en la matriu granular, l’interior dels dos compartiments s’agitava per 
recirculació contínua a alta velocitat (0,2 l/min)  amb una bomba Watson Marlow 520S.  
La recirculació del càtode, abans d’entrar de nou al compartiment catòdic, passava per un 
compartiment d’aeració. La temperatura de funcionament era la temperatura ambient (20-25ºC). 
Una vegada començat l’experiment, es va anar realitzant el seguiment del voltatge, que era 
enregistrat amb el datalogger (cada 30 min). La caracterització fisicoquímica i electroquímica de les 
cel·les MFCm es va realitzar abans de cada nova addició de BES. La caracterització microbiològica es 
va dur a terme abans de l’addició d’inhibidor i després de l’addició de l’última concentració 
d’inhibidor. 
Per a la dosificació del BES es va partir d’una solució mare  ,25M en aigua desionitzada i filtrada a 
0,22 m amb filtre de niló. Aquesta solució es va afegir al corrent d’alimentació del compartiment 
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anòdic per a obtenir concentracions de BES a l’influent de  ,16; 0,50; 5 i 10mM). La concentració 
d’inhibidor s’augmentava quan ja havien transcorregut un mínim de 30 temps de retenció hidràulics 
(TRH de 8,5 h). A la Figura 3.4 es representa el diagrama temporal amb les diferents concentracions 
de BES. 
 
 
Figura 3.4. Diagrama temporal de l’augment de la concentració de BES. 
 
3.3.2 Reactors en discontinu (MFCp) 
Després del muntatge, els reactors es van deixar 24 hores en circuit obert i seguidament es van 
connectar al multímetre datalogger, amb el qual es va enregistrar el voltatge (Figura 3.5) .  
Cada vegada que el voltatge disminuïa a valors basals s’agafava una mostra líquida (0,5 ml) per a 
realitzar la caracterització fisicoquímica,  s’injectava un nou pols d’acetat (1 ml) i es reemplaçava el 
catòlit (ferrocianur potàssic) de la cambra catòdica (10 ml). Les cambres anòdiques de tots els 
reactors es van borbollejar amb N2 abans de connectar-se a la resistència externa. 
 
Figura 3.5. Imatge del muntatge experimental. 
 
[BES]                      sense BES                                              0,16 mM                       0,5 mM       5 mM 10 mM
Temps (dies)       0 28                                   46                            67    80      87    
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3.4 Caracterització fisicoquímica 
3.4.1 Determinació de la DQO  
La demanda química d’oxigen és una mesura indirecta del contingut de matèria orgànica i compostos 
oxidables d’una mostra. Es defineix com la quantitat d’oxigen equivalent (en mg/l) que cal per a 
oxidar químicament tots els compostos oxidables presents a la mostra. La seva determinació s’ha 
efectuat pel mètode optimitzat APHA−AWWA−WPCF Standard Method 522  (Noguerol et al., 2012). 
En un tub d’assaig de borosilicat de 1  ml amb tap roscat teflonat es pesen 0,5 g de mostra i 
s’afegeixen 1,5 ml de reactiu de digestió (dicromat de potassi, 0,5 N, qualitat estàndard primari, 
sulfat de mercuri i àcid sulfúric 95-97%) i 1,5 ml de catalitzador (1% de sulfat de plata en àcid sulfúric 
95-97%) (Scharlau) i es digereix a 150ºC durant 2 hores en un digestor Hach Lange LT 200. Es mesura 
l’absorbància quan els tubs ja estan a temperatura ambient amb un espectrofotòmetre Hach Lange 
DR 2800, i interpolant les lectures a la recta de calibratge realitzada amb patrons preparats a partir 
d’hidrogen ftalat de potassi (C6H4COOHCOOK), de DQO coneguda, es determina la DQO de la mostra. 
Si el què es vol determinar és la DQO soluble només cal filtrar la mostra abans d’analitzar-la, a través 
d’un filtre de Niló de 0,45 micres per obtenir els compostos solubles. 
3.4.2 Determinació del gas metà dissolt  
Per determinar la concentració de metà dissolt en el líquid es va injectar un volum 2 ml de medi del 
compartiment anòdic en un tub al buit (Vacutainer®)  de 5 ml i es va deixar en respòs durant 60 
minuts per a què el gas passés del líquid a l’espai de cap del tub. Transcorregut aquest temps, es va 
determinar el contingut de metà en l’espai de cap per cromatografia gasosa en un cromatògraf 
VARIAN CP-3800 amb les condicions instrumentals descrites a la Taula 3.2.  
 
Taula 3.2. Condicions instrumentals utilitzades per a la quantificació de CH4 
produït (MFCm). 
Condició Determinació biogàs 
Tipus de columna Empacada Hayesep® Q (80/100 mesh) 
Temperatura injector (C) 180 
Temperatura forn (°C) 90 
Temperatura detector (°C) 180 
Tipus de detector  TCD (conductivitat tèrmica) 
Gas portador Heli 
Flux del gas portador (ml/min) 45 
Split OFF 
Volum injecció (µl) 200 
 
Estudi d’eubacteris i arqueobacteris en MFC                                                                                         23 
 
  ETSEIB         ETSECCPB 
Interpolant les àrees resultants dels cromatogrames en una recta de calibratge, realitzada amb 
patrons amb diferents concentracions de metà, s’obtenen els mols de metà en condicions normals 
(1atm, 25C). A partir del percentatge de metà en l’espai de cap del tub s’ha calculat la concentració 
de metà dissolt en el líquid mitjançant l’Equació 3.1. 
 CH4  en el líquid (mg/l)  
CH4 (gas) ·  gas·PMCH4
 mCH4  ·  liq
                       (Equació 3. )  
on CH4 (gas) és el percentatge de gas en l’espai de cap del tub al buit,  gas és el volum de l’espai de cap 
del tub al buit, PMCH4 és el pes molecular del metà,  mCH4 és el volum molar del metà i  liq és el 
volum que ocupa el líquid al tub. 
3.4.3 Eficiència Coulòmbica 
L’eficiència Coulòmbica, EC, es defineix com la proporció de Coulombs que realment són transferits 
del substrat a l’ànode, respecte els Coulombs màxims que s’haurien transferit si tot el substrat 
eliminat hagués produït corrent. Es determina  en base al corrent generat en estat estacionari 
(Equació 3.2). 
EC M 
F·b·q· DQO
                                         (Equació 3.2) 
on M=32 g/mol (pes molecular de l’oxigen),   és la intensitat de corrent (mA), F és la constant de 
Faraday (C/mol e-), b=4 és el nombre d’electrons intercanviats per mol d’oxigen (mol e-/mol O2), q és 
el cabal de l’influent en el compartiment de l’ànode (ml/dia) i DQO és la diferència de DQO entre 
l’influent i l’efluent de la cambra anòdica (mg DQO/l) (Logan et al., 2006). 
 
3.5 Caracterització electroquímica 
El seguiment de tots els reactors es va dur a terme mitjançant el seguiment del voltatge (mV), com ja 
s’ha comentat a l’apartat 3.3. La caracterització electroquímica del reactor MFCm es va dur a terme 
amb la realització corbes de polarització, per tal d’identificar la resistència interna del reactor i 
conèixer la màxima densitat de potència. En el cas de les MFCp es va complementar amb 
voltamogrames cíclics amb l’objectiu de trobar indicis de la presència de shuttles electrònics en 
suspensió i/o adsorbits a la biomassa. 
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3.5.1 Corbes de polarització 
Per obtenir les corbes de polarització, així com les corbes de potència, inicialment es va de deixar el 
reactor durant 1 hora en circuit obert i posteriorment, cada mitja hora o quan s’han assolit 
condicions d’estat pseudo-estacionari, es va anar disminuint la resistència externa de 2 .    Ω a 1 Ω 
i després es va anar augmentant fins a 2 .   Ω de nou, mesurant el voltatge a cada canvi. 
A patir de la resistència externa i la diferència de potencial (voltatge) entre l’ànode i el càtode es va 
calcular la intensitat de corrent,   (mA), segons la Llei d’Ohm (   / ). La potència, P(mW), es va 
calcular segons l’equació P  . .  
Per a poder comparar la potència generada entre diferents sistemes, aquesta es va normalitzar 
respecte el volum efectiu de la cambra anòdica, obtenint-se la densitat de potència, P, en mW/m3. 
Per a corbes de polarització lineals, el valor de la  resistència interna (Rint) de la MFC s’obté de la 
corba de polarització, ja que és igual a la pendent de la corba i es pot calcular com Rint=-V/I, tenint 
en compte els valors de l’anada. A menor resistència interna s’estima que les poblacions microbianes 
transfereixen els electrons a l’ànode de forma més efectiva. 
3.5.2 Voltamogrames cíclics 
Els voltamogrames cíclics (VC) aporten informació sobre si els microorganismes utilitzen molècules 
com a llançadores d’intercanvi electrònic extracel·lular, conegudes com a shuttles electrònics. Com 
s’ha comentat s’utilitzen tant per transferir com per rebre electrons. Mitjançant els voltamogrames 
cíclics també es poden identificar complexos proteics associats a membranes (del tipus citocroms C) 
els quals poden transferir directament els electrons a un receptor (elèctrode, shuttle o una altra 
cèl·lula) a través de compostos associats a la membrana (Rabaey et al., 2004).  
En aquest cas es va utilitzar una cel·la electroquímica de tefló i una placa metàl·lica entre les quals es 
va inserta un elèctrode de grafit amorf (elèctrode de treball). La cel·la es va omplir amb la solució a 
analitzar en cada cas. Es va utilitzar un elèctrode de referència de plata (veure Figura 3.6).Es va 
utilitzar un potenciostat PGSTAT 100N (Metrohm, Autolab B. V.) per obtenir les corbes del potencial. 
Es va fixar una velocitat de canvi de potencial (scan rate) de 25mV/s, que és la que s’aconsella per a 
l’estudi de la presència de shuttles en solucions amb microorganismes en suspensió (Rabaey et al., 
2004), tot i que per a analitzar l’existència de shuttles en un biofilm es recomana disminuir aquesta 
velocitat a una 10 mV/s o inferior (Logan et al., 2006). Abans de cada voltamograma es va netejar la 
cel·la amb H2SO4 i H2O2, regenerant l’elèctrode de plata amb flama d’H2. 
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Figura 3.6. Imatge de la cel·la electroquímica utilitzada per a la realització 
dels VC.  
3.6 Caracterització microbiana 
Es va realitzar la caracterització de les poblacions microbianes de la MFCm, mitjançant tècniques 
dependents i independents de cultiu. Aquesta caracterització es basa en la utilització de diferents 
tècniques de biologia molecular que es descriuen a continuació. 
3.6.1 Extracció d’ADN total. 
Les extraccions d’ADN es van realitzar per triplicat  mitjançant el kit comercial PowerSoil DNA Soil 
extraction (MoBIO Laboratories, Inc., Solano Beach, CA) seguint les el protocol d’extracció de tipus 
bead-beating fisicoquímic indicat pel fabricant, utilitzant entre 150 i 200 mg de cada mostra. 
L’extracció del DNA és un pas complicat quan es tracta de mostres ambientals, sobretot per la 
presència d’inhibidors de la PC , com els àcids húmics procedents de la descomposició de la matèria 
orgànica. Per això són necessaris kits específics. Aquest kit optimitza el protocol d’extracció 
fisicoquímic que elimina durant el procés tots aquests inhibidors presents en el sòl. 
3.6.2 Reacció en cadena de la polimerasa o PCR (Polymerase Chain Reaction).  
La PCR és una tècnica de biologia molecular que ens permet obtenir un elevat número de còpies d’un 
fragment específic d’ADN. Per a l’amplificació del gen 16S A Nr d’eubacteris s’han utilitzat els 
encebadors universals (primers) 16S_F341-GC i 16S_R907 (Taula 3.3) que amplifiquen una zona 
compresa entre les regions hipervariables (zones de la proteïna que presenten una major variabilitat 
en la seqüència d'aminoàcids) V3 i V5 del gen 16S ARNr. 
Solució a 
analitzar 
Elèctrode 
comptador (platí) 
Elèctrode de 
referència (plata) 
Elèctrode 
de treball 
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Pel què fa als arqueobacteris, s’amplifica la regió de l’ADN codificant per a la subunitat 16S de l’A Nr 
utilitzant primers específics per a arqueobacteris. La reacció amb una sola PCR pot donar mals 
resultats en quant a especificitat, pel què s’aplica un protocol amb Nested-PCR. Aquesta tècnica 
consisteix en realitzar dues PC  seqüencials (una segona PC  amb el producte d’amplificació de la 
primera PCR), utilitzant dues parelles de primers diferents. En la primera ronda d’amplificació es van 
utilitzar els primers específics per a arqueobacteris Arch_F0025 i Arch_R1517 (Taula 3.3). Mentre que 
en la segona, es van utilitzar els primers Arch_F344 i Arch_R915-GC (Taula 3.3), la zona d’hibridació 
dels quals està dins del fragment amplificat pels primers i que donen un fragment més petit. 
D’aquesta manera l’especificitat final de la reacció augmenta i en facilita la interpretació final per 
DGGE.  
Taula 3.3. Primers utilitzats per a l’estudi d’eubacteris i arqueobacteris per 
PCR. 
Primers Seqüència Referència 
16S_F341-GC1 CCT ACG GGA GGC AGC AG Viñas et al., 2005 
16S_R907 CCG TCA ATT CCT TTR AGT TT Viñas et al., 2005 
Arch_F0025 CTGGTTGATCCTGCCAG Vertriani et al., 1999 
Arch_R1517 ACGGCTACCTTGTTACGACTT Vertriani et al., 1999 
Arch_F344 ACGGGYGCAGCAGGCGCGA Casamayor et al., 2002 
Arch_R915-GC2 CTGCTCCCCCGCCAATTCCT Casamayor et al., 2002 
1 Cua GC: 5’- CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCG -3’.  
2 Cua GC: 5’- GCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG -3’. 
La PCR es va dur a terme en un volum total de 25 µL amb 1,25U de polimerasa (TaKaRa ExTaq Hot 
Start Version; TaKaRa Bio Inc., Otsu, Shiga, Japan), 1 x ExTaq buffer (2 mM MgCl2, 50mM KCl, 25mM 
TAPS, pH 9,3), 2   μM de cada dNTP (desoxinucleòtids trifosfat), 10µM de cada primer i 0,5µL 
d’extracte (concentració de DNA no coneguda). Totes les reaccions de PC  es van fer en el 
termociclador Eppendorf Mastercycler gradient (Eppendorf, Hamburg, Germany). La descripció dels 
programes de PCR utilitzats es descriuen a la Taula 3.4. 
Per electroforesi en gel d’agarosa podem comprovar si hi ha producte de reacció, si la mida de l’ADN 
copiat és l’òptima (coincidint amb el nº de parells de bases del ladder) o pel contrari hi ha hagut un 
error en la PC , i si existeix inespecificitat dels encebadors en cas de obtenir més d’una banda. Tots 
els resultats de PCR es va comprovar utilitzant agarosa (Agarose D-1 Low EEO; Pronadisa)  en 1,5% en 
TAE 1x (40mM Tris, 20mM acetat de sodi, 1mM EDTA, pH 7,4) amb un corrent de 80-100 V durant 40 
min (EPS -300 III;CGS Cientific. Wide Mini sub Cell GT; BioRad). La visualització es va fer sota llum UV 
en Gene Flash (syngene Bio imaging, GelVue Transilluminator & GenFlash, UK), gràcies a la inclusió de 
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GelRed (Gel Red Nucleic acid Gel Stain; Biotium) en el gel d’agarosa, que s’intercala en el DNA donant 
senyal quan s’irradia amb llum U . 
Taula 3.4. Descripció dels programes de PCR utilitzats. 
Nom Primer    
Forward 
Primer 
Reverse 
Desnatura
-lització 
Anella-
ment 
Extensió Cicles Extensió  
final 
ArchNest
2
 Arch_F344 Arch_R915-GC 94
º 
30'' 63º 30'' 72º 45'' 25 72º 7' 
ArchTot2 Arch_F0025 Arch_R1517 94
º 
30'' 56º 30'' 72º 45'' 30 72º 7' 
Band16SA
2
 Arch_F344 Arch_R915-GC 94
º 
30'' 63º 30'' 72º 45'' 30 72º 5' 
Band16SE
1
 16S_F341-GC 16S_R907 94
º 
30'' 55º 30'' 72º 45'' 30 72º 5' 
DGGE9 16S_F341-GC 16S_R907 94
º 
1' 55º 1' 72º 45'' 30 72º 10' 
1Per a eubacteris 
2Per a arqueobacteris 
3.6.3 Electroforesi en gels de gradient desnaturalitzant (DGGE). 
L’electroforesi en gels de gradient desnaturalitzant (DGGE) és una tècnica a partir de la qual els 
fragments d’ADN d’igual longitud però diferent seqüència es poden separar per electroforesi (Fischer 
i Lerman, 1979). Aquesta tècnica permet la separació d’una barreja heterogènia de gens amplificats 
per PCR en un gel de poliacrilamida amb un gradient químic de formamida i urea en concentracions 
creixents en el sentit de la migració electroforètica. Es poden estudiar molècules d’ADN de fins a 7   
parells de bases (pb) de longitud, amb la característica de dur acoblada una cua artificial rica en GC 
(afegida a un dels primers en posició 5’) en un dels extrems per a evitar la desnaturalització completa 
de l’ADN (Muyzer et al., 1993). Les bandes individuals representen aquells ADN que han frenat la 
seva migració pel gel al desnaturalitzar-se per complert (excepte la cua de GC). 
Els amplicons de PCR obtinguts (20l), es van carregar en gels de poliacrilamida al 8% (p/v) i 0,75 mm 
de gruix, amb un gradient químic de formamida-urea del 30-70%, respectivament, per eubacteris i 
arqueobacteris (1  % representa una concentració d’urea 7M i formamida desionitzada 4 % p/v). 
Per a la preparació del gradient químic del gel es va utilitzar una cubeta generadora de gradient 
acoblada auna bomba peristàltica. 
Per al DGGE es va submergir el gel en tampó TAE 1x (40 mM Tris, 20 mM acetat sòdic, 1 mM EDTA, 
pH 7,4)i es va córrer en un equip DGGE-4001 System (CBS Scientific Co., del Mar, CA, USA), durant 
16h amb un corrent de 100V a 60ºC.  Per l’anàlisi d’imatges, els gels es van tenyir a la foscor durant 
45 minuts en 15 ml de tampó TAE1x amb 3 μl de SybrGold (SybrGold Nucleic Stain x10000, Molecular 
Probes, Eugene, OR, USA). La visualització i digitalització dels gels es va realitzar en un 
transil·luminador UV Syngene (GelVue Transilluminator & GenFlash). 
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3.6.4 Seqüenciació de les bandes   
Les bandes predominants dels gels de DGGE es van tallar sota llum ultraviolada/blava utilitzant el 
convertidor Blue-converter Plate (UV Products, USA), es van eluir en 50 l d’aigua desionitzada 
(MilliQ) i es van deixar O/N (over night) a 4ºC per promoure la transferència i dissolució de l’ADN a 
l’aigua. L’ADN transferit a l’aigua es va reamplificar per PC  (16S_F341-GC/16S_R907 i 
Arch_F344/Arch_R915-GC, per eubacteris i arqueobacteris, respectivament). 
Les mostres es van enviar a un laboratori extern (Macrogene Europe, Holanda) per a la seva 
seqüenciació mitjançant el kit BigDye® Terminator v3.1 CycleSequencing Kit (Applied Byosistems, 
Foster City, CA, USA), basat en el mètode de Sanger. Les concentracions de cada component van ser 
les recomanades pel fabricant. 
Les seqüències obtingudes de les mostres es van processar mitjançant el programa BioEdit Sequence 
Alignment Editor (versió 7.0). Els resultats es van comparar i alinear amb seqüències del GenBank 
amb les aplicacions BLASTn (BLAST search alignment tool, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) i RDP 
(Ribosomal database project, http://rdp.cme.msu.edu), per tal de comprovar a quin grup filogenètic 
pertanyien les seqüències trobades. 
3.6.5 Piroseqüenciació 
La piroseqüenciació, o seqüenciació 454, és una tecnologia per a la determinació de seqüències 
d’ADN a gran escala, aplicable a genomes complerts, mitjançant luminescència. A diferència del 
sistema de Sanger, capaç de resoldre 67.000 bases cada hora, el mètode 454 pot determinar la 
seqüència de 20 milions en 4,5 hores, la qual cosa abarateix enormement el cost del procés, a l’hora 
que aporta més informació. 
Els extractes de DNA de les mostres del biofilm de la MFCm, del punt inicial (sense BES) i final 
(després de l’última concentració de BES, 10 mM), es van analitzar per piroseqüenciació del gen 
16SrRNA (Molecular Research LP; Shallowater, Texas, EUA), on la regió V1-V3 del gen 16SARNr  va ser 
amplificada per PCR mitjançant primers de fusió. El primer forward de fusió  contenia i) un 
adaptador,  ii) el starter (key), iii) una etiqueta (“barcode” o seqüència addicional de 1  bases) que 
definia el tipus de mostra (Parameswaran et al., 2007), i iv) el primer específic (F27 modificat segons 
Kuske et al., 2006); mentre que el primer de fusió reverse contenia també i) un adaptador de 
connexio als beads i ii) la seqüència pròpiament dita del primer R518 (Muyzer et al., 1993). Per a 
arqueobacteris es van utilitzar primers forward de fusió (adaptador + key + barcode + 349F) i reverse 
(adaptador + R806R) (Takai i Horikoshi, 2000). 
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Per a la realització de la piroseqüenciaió,  es van amplificar 2 l d’ADN de cada mostra en reaccions 
de 50 l que contenien 0,4 mM dels fusion primers, 0,1 mM de dNTPs, 2,5 U de Taq ADN polimerasa 
(Qiagen) i 5l del buffer de reacció (Qiagen). El programa d’amplificació va ser 95 °C durant 30 s, 30 
cicles de 94 °C durant 30 s, 55 °C durant 30 s i 72 °C durant 30 s, amb una elongació final de 72 °C 
durant 10 min, i es va dur a terme en un termociclador Gene Amp_PCR system 9700 (Applied 
Biosystems). 
Mitjançant l’anàlisi bioinformàtic es van refinar les lectures de piroseqüenciació utilitzant QIIME i 
mòduls associats (Caporaso et al., 2010). Totes les seqüències es van comprovar per la presència de 
barcodes de 10 bases i els primers específics, i qualsevol seqüència que contenia errors en aquestes 
regions van ser eliminades de l’anàlisi posterior. Totes aquelles seqüències de menys de 200 parells 
de bases (pb) que incloïen homopolímers majors de 6pb, i amb seqüències menys fiables (per sota de 
Q20) o amb quimeres, també van foren eliminades dels anàlisis següents. Les lectures restants es van 
agrupar en unitats taxonòmiques operacionals (OTUs) utilitzant l’algoritme UClust (Edgar, 2010) al 
3%. Les seqüències representatives de cada OTU van ser identificades utilitzant el BLASTn enfront la 
base de dades optimitzada de GreenGenes (DeSantis et al., 2006). 
Taula 3.4. Primers utilitzats per a l’estudi d’eubacteris i arqueobacteris per 
piroseqüenciació. 
Primers Seqüència Referència 
16S_F27mod AGRGTTTGATCMTGGCTCAG Kuske et al., 2006 
16S_R519modBio GTNTTACNGCGGCKGCTG Callaway et al., 2009 
Arch_F349 GYGCASCAGKCGMGAAW Takai i Horikoshi, 2000 
Arch_R806 GGACTACVSGGGTATCTAAT Takai i Horikoshi, 2000 
 
Per a avaluar el grau de diversitat de les diferents mostres amb els resultats obtinguts per 
piroseqüenciació es va calcular l’índex de diversitat Shannon-Weaver, molt utilitzat en ecologia, a 
partir de les abundàncies relatives dels diferents fílums trobats mitjançant la següent equació:  
eH e-Pi·ln(Pi)                                                      (Equació 3.3) 
on “e” és la constant matemàtica i “Pi” és la proporció d’un determinat fílum sobre el total.  
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4. Resultats i discussió 
4.1 Estudi de l’efecte de la inhibició de la metanogènesi 
Es van diferenciar 5 períodes, corresponents a les diferents concentracions de BES afegides al corrent 
d’alimentació de l’ànode (0,16; 0,5; 5 i 10 mM) (Figura 3.5).  
Un cop es va estabilitzar la generació de voltatge (al voltant de 379 mV), es va mantenir el reactor 
sense inhibidor durant 6 dies i es va realitzar la caracterització complerta de la cel·la. A partir 
d’aquest moment es van dosificar diferents concentracions de BES, caracteritzant la cel·la 
fisicoquímica i electroquímicament al final de cada període, a més de la caracterització 
microbiològica al final de l’últim període per comparar amb l’estructura microbiana existent abans de 
l’addició d’inhibidor. 
 
 
Figura 4.1. Intensitat generada per la MFC durant el període d’operació. 
La Figura 4.1 mostra la intensitat generada per la MFC durant els 87 dies d’operació. A l’inici de 
l’operació es va observar una lleugera davallada de la intensitat de corrent els primers 15 dies 
seguida d’un posterior augment fins a estabilitzar-se el dia 25 de l’assaig.  
La velocitat de càrrega orgànica (VCO) va oscil·lar entre de 7,6 i 9,1 kg DQO/m3·d-1 i el temps de 
retenció hidràulic (TRH) entre 7,6 i 9,7 hores. En aquestes condicions, i amb concentracions creixents 
de BES (entre  ,16 i 1  mM) no es van observar canvis en la producció d’electricitat (Taula 4.1); la 
intensitat de corrent generada es va mantenir entre 0,73 i 0,79 mA i la densitat de potència entre 1,6 
i 1,9 W/m3. El pH es va mantenir al llarg de tot el període d’operació entre 7,85 i 8,17. 
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És difícil comparar les densitats de potència entre diferents estudis. En molts treballs la densitat de 
potència es normalitza respecte l’àrea superficial projectada per l’ànode (mW/m2) ja que a 
l’elèctrode és on té lloc la reacció biològica. No obstant, en determinats casos, l’ànode consisteix en 
un material pel qual pot ser difícil expressar la potència en termes d’àrea superficial, com el grafit 
granular (Logan et al., 2006) i és habitual trobar la potència expressada respecte el volum efectiu 
(líquid) de la  cambra anòdica, obtenint-se la densitat de potència, P, en mW/m3. 
Taula 4.1. Paràmetres de funcionament i caracterització de la MFCm durant 
el període d’operació en funció de les concentracions de BES. 
 
 A més, cada estudi es refereix a una combinació determinada de condicions i elements que inclou 
volum de reactor, membrana d’intercanvi protònic, catòlit, temperatura, pH, VCO, temps d’operació i 
superfície dels elèctrodes, entre altres, i que no sempre són presentats. 
4.1.1 Caracterització fisicoquímica 
En el primer període, la degradació de la DQO soluble va assolir valors per sobre del 80%, disminuint 
a més de la meitat en els següents períodes amb diferents concentracions d’inhibidor, obtenint-se 
per a tots ells valors de degradació similars (41, 29, 31 i 38%) (Taula 4.2). Tot i la disminució de la 
degradació de la DQO, no es va observar un augment en la concentració de metà en el líquid. 
L’eficiència Coulòmbica abans de l’addició del BES era  ,27% i va augmentar a  ,63% quan es va 
afegir BES 0,16 mM, mantenint-se entre 0,53 i 0,75% amb concentracions creixents del BES.  
Rabaey et al. (2003) van obtenir elevades eficiències Coulòmbiques (>65%) amb VCO de fins a 3 kg 
DQO/m3.d-1, però a  CO més elevades va començar a disminuir l’EC (1 % amb 5 kg DQO/m3.d-1). En 
un estudi de He et al. (2005) la VCO es va variar de 0,3 a 3,4 kg DQO/m3·d-1 (amb sacarosa com a 
substrat) indicant que i l’EC va disminuir de 7,1 a 0,7% i la densitat de potència més elevada es va 
obtenir a 2 kg DQO/m3.d-1 sense augmentar a VCO superiors.  
 
[BES]         VCO                     TRH Voltatge               Intensitat       
Densitat de 
potència         
mM kg DQO/m 3 ·d -1 hores mV mA mW/m 3
0 9,1 ± 0,1 7,6 ± 0,1 379 ± 18 0,76 ± 0,04 1745 ± 165
0,16 8,6 ± 0,4 8,0 ± 0,3 386 ± 43 0,77 ± 0,09 1826 ± 385
0,5 7,8 ± 1,7 9,7 ± 3,6 388 ± 42 0,79 ± 0,04 1901 ± 172
5 8,4 ± 0,6 8,7 ± 0,7 363 ± 32 0,73 ± 0,06 1605 ± 263
10 7,6 ± 0,9 9,5 ± 1,2 366 ± 16 0,73 ± 0,03 1630 ± 142
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Taula 4.2. Paràmetres de  caracterització físiciquímica de la MFCm durant el 
període d’operació en funció de les concentracions de 2-brom età sulfonat 
(BES). 
 
La concentració de metà a l’interior de la cambra anòdica tampoc va mostrar diferències 
substancials, situant-se aquesta entre 36 i 45 mg CH4/l. El metà format abans del BES representa el 
6% de la DQO eliminada, mentre que amb addició de BES, aquest respresenta entre el 12 i el 19%, 
resultat similar al de Freguia et al., 2008.  
La  CO d’aquest estudi sempre va estar per sobre dels 7 kg DQO/m3.d-1 i les EC obtingudes van ser 
molt baixes, indicant que possiblement la càrrega orgànica es trobava per sobre de la capacitat 
d’oxidació dels microorganismes anodòfils i metanogènics i que, per tant, el substrat era oxidat per 
altres microorganismes. 
4.1.2 Caracterització electroquímica 
Per a cada concentració d’inhibidor addicionada a la MFCm es va realitzar una corba de polarització 
per tal de comprovar l’estat del reactor. A la Figura 4.2 es poden veure dos exemple d’aquestes 
corbes, corresponents a les realitzades abans de la primera addició d’inhibidor i després de l’última 
addició de BES (10 mM).  
Els valors obtinguts de resistència interna, voltatge en circuït obert, i màxima densitat de potència 
calculada a partir de les corbes de polarització, es mostren a la Taula 4.2. Per a la primera 
concentració de BES (0,16 mM) es va observar una important disminució de la resistència interna del 
reactor de 256 a 66 , juntament amb un augment de la densitat de potència assolida de 2,1 a 6,9 
W/m3. Durant aquest període (BES 0,16 mM) es va observar inestabilitat en la lectura del voltatge i, 
per tant, en la intensitat de corrent del reactor. 
[BES]         
Degradació DQO 
soluble
[CH4]           
Eficiència 
Coulòmbica 
mM % mg CH 4 /l %
0 82,3 ± 2,1 37,3 ± 7,1 0,27 ± 0,01
0,16 40,5 ± 12,7 38,3 ± 6,4 0,63 ± 0,17
0,5 29,1 ± 7,3 40,2 ± 12,5 0,75 ± 0,17
5 30,5 ± 6,5 45,4 ± 4,6 0,70 ± 0,21
10 38,1 ± 0,6 36,0 ± 15,8 0,53 ± 0,01
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Figura 4.2. Corbes de polarització (en vermell) i de potència (en blau) 
realitzada abans de la primera addició i després de l’última addició  de BES. 
 
El fet que la resistència interna  i la màxima densitat de potència estiguin calculades a partir 
d’aquests paràmetres de seguiment (apartat 3.5), podria justificar la diferència de les mateixes 
respecte els altres períodes d’operació. Amb l’augment de la concentració de BES, la resistència 
interna va tornar a assolir els valors inicials (sense inhibidor) (entre 218 i 250), així com els de la 
màxima densitat de potència (entre 2,0 i 2,4 W/m3). 
Taula 4.2.Caracterització electroquímica de la MFCm per a cada condició 
d’inhibició. 
  
 
En diferents estudis amb MFC alimentades amb acetat es van trobar densitats de potència entre 20 i 
200 W/m3 (Borole et al., 2009). Les baixes EC i densitats de potència obtingudes en aquest estudi 
probablement hagin estat degudes a l’alta resistència interna del reactor (entre 218 i 256 ). 
Tot i que la EC sempre és inferior al 100% perquè part de l’energia és utilitzada pel desenvolupament 
i manteniment de les poblacions bacterianes, les EC obtingudes en aquest treball són molt baixes 
comparades amb les d’altres estudis amb MFC alimentades amb acetat (Chae et al., 2009; Jung i 
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[BES] = 10 mM
[BES]                  
Resistència 
interna  
Màxima densitat de 
potència              
Voltatge en circuit 
obert                    
mM () (mW/m3) (mV)
0 256 2138 574
0,16 66* 6924* 512
0,5 250 2078 575
5 218 2432 591
10 225 2078 572
*Valor poc fiable per la inestabilitat observada en aquest període (Figura 4.1).
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Regan, 2009)  on es va obtenir EC superiors al 70%. L’oxigen pot actuar com un acceptor d’electrons i 
disminuir l’EC si penetra a la cambra anòdica. La presència d’una alta  int (resistència interna), entre 
d’altres factors limitants, probablement van restringir la capacitat de generació de corrent de la 
MFCm, i per tant la taxa de la transferència d’electrons dels microorganismes a l’ànode. Aquest i 
altres factors limiten l’EC real en algunes MFC en el rang de  ,7 a 8,1% (He et al., 2005). 
4.1.3 Caracterització microbiana 
DGGE 
Es va realitzar la reamplificació de l’ADN del eubacteris del biofilm abans i després del tractament 
amb BES mitjançant PCR. Posteriorment, el biofilm de la MFCm es va caracteritzar mitjançant DGGE i 
seqüenciació de les seves bandes predominants. Es va realitzar la comprovació de les bandes tallades 
en un gel d’agarosa. Les mostres corresponen al biofilm format a l’ànode de grànuls de grafit de la 
MFCm abans i després de l’addició del BES. Cada banda representa un grup específic de la comunitat 
microbiana, i la intensitat de la banda representa l’abundància relativa del grup filogenètic 
corresponent.  
 
Figura 4.3. DGGE d’eubacteris de l’inòcul abans i després d’afegir l’inhibidor. 
 
Els perfils de DGGE obtinguts per als arqueobacteris no van mostrar canvis amb l’addició de BES. 
L’absència de bandes en aquests perfils és deguda a la baixa diversitat microbiana fet que causa una 
migració massiva de poques bandes generant un perfil difós. En canvi, els perfils obtinguts per als 
Aqueobacteris Eubacteris
Sense BES Amb BES Sense BES Amb BES
Eubacteris
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eubacteris si que van mostrar canvis significatius en l’estructura de la comunitat microbiana (Figura 
4.3). 
Els resultats obtinguts de la seqüenciació de les bandes predominants d’eubacteris es mostren a les 
Taules 4.3 i 4.4. Les seqüències obtingudes van ser comparades amb la base de dades de GenBank 
per identificar el grup filogenètic alqual pertanyien. Abans de l’addició de l’inhibidor (Taula 4.3) es 
van trobar seqüències predominants pertanyents al fílum deBacteroidetes amb elevats percentatges 
de similitud, identificant entre aquestes bandes pertanyents a la familia de les Porphyromonadaceae. 
En les seqüències analitzades després de l’addició de l’inhibidor (Taula 4.4), a més de Bacteroidetes, 
es van trobar seqüències pertanyents al fílum Firmicutes. 
 
Taula 4.3. Grups filogenètics d’eubacteris identificats a les bandes DGGE de 
l’inòcul abans de l’addició de l’inhibidor. 
 
 
 
Taula 4.4. Grups filogenètics d’eubacteris identificats a les bandes DGGE de 
l’inòcul després de l’addició de l’inhibidor. 
 
Bandes DGGE Longitud (pb)
Seqüència més similar            
(nº GenBank)
% Similitud Grup filogenètic (RDP)
3 410
Uncultured Bacterium 
(JX126832.1)
95 Bacteroidetes
4 490
Uncultured Bacterium 
(JX126832.1)
99 Bacteroidetes
5 485
Uncultured Bacterium 
(HM008283.1)
95
Bacteroidetes 
(Porphyromonadaceae)
6 490
Uncultured Bacterium 
(GU90348.1)
99
Bacteroidetes 
(Porphyromonadaceae)
14 329
Uncultured Bacterium 
(HM008283.1)
99 Bacteroidetes
15 436
Uncultured Bacterium 
(HM008283.1)
99
Bacteroidetes 
(Porphyromonadaceae)
Bandes DGGE Longitud (pb)
Seqüència més similar 
(GenBank)
% Similitud Grup filogenètic (RDP)
25 360
Uncultured Bacteroidetes  
(JQ724358.1)
100 Bacteroidetes
27 437
Uncultured Bacterium 
(JX174653.1)
99 Bacteroidetes
28 435
Uncultured Bacterium 
(GQ139189.1)
100 Bacteroidetes
31 385
Iron-reducing Bacterium 
(FJ269105.1)
98 Firmicutes
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Per ampliar la informació sobre la comunitat microbiana es va realitzar piroseqüenciació de llibreries 
massives de les llibreries de clons 16S rRNA, amb mostres abans i després d’haver afegit BES (1  mM) 
obtenint un anàlisi molt més profund de la comunitat microbiana . 
 
Piroseqüenciació 
Amb l’anàlisi filogenètic de la piroseqüenciació de la comunitat d’arqueobacteris es va obtenir més 
informació sobre aquests microorganismes que a partir dels els resultats del DGGE  
La dinàmica de la comunitat d’arqueobacteris resultant de la piroseqüenciació de les mostres del 
biofilm anòdic mostra patrons similars abans i després de l’addició de BES, amb una clara 
predominància de Methanosarcina sp. (97,8 i 97,0%, respectivament).  
El 100% dels arqueobacteris abans de l’addició de BES correspon a la classe Methanomicrobia (a la 
qual pertanyen Metanosarcinales i Methanomicrobiales). Al biofilm després de l’ultima addició de 
BES (10 mM), la distribució relativa de Methanomicrobia disminueix lleugerament (del 100 al 99,7%), 
degut a la disminució de l’ordre dels Methanosarcinales (de 99,7 a 99,4%), apareixent 
Methanobacteria (0,1%) i Thermoplasmata (0,3%), sense estar clar el paper que desenvolupa aquest 
últim ordre en el consorci bacterià de les MFC. 
L’anàlisi filogenètic d’eubacteris, en canvi, revela diferències significatives entre les mostres 
analitzades, sobretot pel què fa als fílums de Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes i 
Spirochaetes. A la Figura 4.4 es pot veure clarament com el biofilm de la MFCm respecte la mostra 
analitzada de l’efluent de digestor anaerobi amb el qual es va inocular la MFCm, es va enriquir en 
Proteobacteria. Diferents autors  han descrit membres de les Proteobacteria en les poblacions 
anodòfiles de MFC (Aelterman et al., 2006; Phung et al., 2004; Kim et al., 2004). 
 
Figura 4.4. Comparació de l’abundància relativa amb l’inòcul inicial a nivell de fílum. 
Estudi d’eubacteris i arqueobacteris en MFC                                                                                         37 
 
  ETSEIB         ETSECCPB 
Cal destacar, a més, que la diversitat de la comunitat bacteriana va augmentar considerablement en 
les mostres de la biòpsia del biofilm després del tractament amb BES, contràriament al què indiquen 
altres estudis realitzats (Xu et al., 2010), on la diversitat de la comunitat bacteriana va disminuir en 
les mostres tractades amb BES. Per estimar la diversitat bacteriana es va utilitzar l’índex Shannon-
Weaver, obtenint-se valors de 2,07 i 3,17, abans i després del BES, respectivament, indicant un efecte 
clar del BES sobre la diversitat d’eubacteris, i per tant sobre l’activitat potencial del biofilm de 
l’ànode. Cal tenir en compte, però, que les concentracions utilitzades de BES, la configuració dels 
reactors, així com la quantitat i el tipus de biomassa i de substrat poden variar entre diferents 
estudis, pel què aquestes comparacions entre han de ser relativitzades.  
A la Figura 4.5 s’observa que el fílum Proteobacteria  va disminuir dràsticament la seva incidència 
relativa amb l’addició del BES (de 73 a 13%). En canvi, es va observar un augment de l’abundància 
relativa del fílum Bacteroidetes, que van passar del 23% abans del BES al 63% després del BES, així 
com del fílum Firmicutes (de 3 a 8%, abans i després del BES, respectivament). També va aparèixer 
un nou fílum després del BES, Spirochaetes, representant el 14% del total de la comunitat, mentre 
que la seva incidència abans d’addicionar l’inhibidor no va ser detectada. 
 
Figura 4.5. Abundància relativa de fílums d’eubacteris al biofilm de la MFCm 
abans i després d’afegir l’inhibidor. 
 
La distribució relativa d’eubacteris obtinguda en les mostres sense BES coincideix amb les dades 
referenciades en altres treballs amb MFC (Yates et al.,2012; Shimoyama et al., 2009). Proteobacteria, 
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Firmicutes o Bacteroidetes són fílums que estan descrits per la seva capacitat de transferir electrons 
a l’ànode (Logan i Regan, 2006). 
Treballs en els que també s’utilitza acetat com a substrat en MFC descriuen famílies identificades en 
el nostre biofilm, com Pseudomonas (Proteobacteria) (Pham et al., 2008; Parot et al., 2009), 
Firmicutes (Mathis et al., 2008; Jung i Regan, 2007), o Bacteroidetes (Jung i Regan, 2007).  
A nivell de família destaca el fet que hi ha dues famílies pertanyents al fílum Proteobacteria per a les 
quals es conserva la incidència relativa en el biofilm (Figura 4.6). Es tracta de les 
Porphyromonadaceae (14% i 13%, abans i després del BES, respectivament) i les Comamonadaceae 
(6% i 5%, abans i després del BES, respectivament). La família de les Porphyromonadaceae podria 
tenir un paper important en les MFC, com ja s’ha descrit en altres estudis (Shimoyama et al., 2009). 
 
Figura 4.6. Abundància relativa de famílies d’eubacteris al biofilm de la 
MFCm abans i després d’afegir l’inhibidor. 
Dintre de les Comamonadaceae no es va trobar prou similitud amb cap espècie concreta, mostrant el 
resultat com a així com les Comamonadaceae sp., no obstant hi ha una espècie que pertany a les 
Comamonadacea i que té un paper clau en el transport d’electrons de les MFC que és Rhodoferax 
ferrireducens (Chaudhuri i Lovley, 2003), tot i que en aquest estudi no s’ha pogut comprovar si 
aquesta espècie es troba dintre de la família de les Comamonadaceae . Aquesta espècie pot utilitzar 
acetat con a donador d’electrons i oxigen con a acceptor final (Finneran et al., 2003). 
Comamonadaceae pertany a Burkholderiales, ordre que s’ha trobat coma dominant en el consorci 
microbià d’alguns treballs amb MFC (Borole et al., 2009). 
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Tot i que la inhibició de la metanogènesi per BES en ambients anaerobis està molt establerta, la 
majoria d’estudis tan sols s’enfoquen en aplicacions pràctiques. Es coneix poc sobre els seus efectes 
en la diversitat de l’estructura de la comunitat bacteriana.  ecentment, el BES (3mM) s’ha descrit 
com a inhibidor i alhora promotor de certes bactèries (Chiu i Lee, 2001). Diferents estudis han 
mostrat  que el BES inhibeix directa o indirectament certs microorganismes no metanogènics com 
bacteris gram-positius i bacteris sintròfics acetogènics (Chidthaisong i Conrad, 2000; Chiu i Lee, 
2001). 
Els resultats indiquen que possiblement el BES, entre 0,16 i 10 mM, va inhibir la via acetoclàstica de 
la Methanosarcina sp., potenciant la via hidrogenotròfica. En potenciar la via hidrogenotròfica hauria 
disminuït la concentració d’hidrogen (que no es va mesurar en aquest estudi), afavorint el 
creixement de bactèries oxidadores d’acetat (productores d’hidrogen) o microorganismes autòtrofs 
homoacetogènics, com Firmicutes, sense veure’s afectada la producció de metà i obtenint 
degradacions de DQO inferiors, ja que els homoacetògens produeixen acetat, comportament  similar 
a l’observat per Freguia et al. (2008) i Parameswaran et al. (2009). 
En disminuir la concentració d’hidrogen s’afavoreix en creixement de bactèries sintròfiques 
oxidadores d’acetat (grup al qual pertany Firmicutes) ja que aquestes poden oxidar l’acetat per 
produir H2 i CO2 només quan l’hidrògen produït per elles mateixes és consumit per altres 
microorganismes. Reversiblement, algunes d’aquestes bactèries poden consumir també H2 i CO2 per 
produir acetat (Hattori, 2008). 
Xu et al. (2010) van trobar que el BES no tan sols alterava l’estructura de la comunitat metanogènica 
(Methanosaetaceae, Methanobacteriales i Methanomicrobiales), sinó també les poblacions 
d’eubacteris com els acetogènics sintròfics Syntrophomonas i Syntrophobacter, també afectant 
indirectament l’interacció sintròfica entre els degradadors d’àcids grassos (productors d’hidrogen) i 
els homoacetògens (reductors) com Moorella sp. 
Rabaey et al. (2005) va descriure que en MFC alimentades amb acetat algunes Proteobacteria 
(Pseudomonas sp.) poden produir metabòlits com la piocianina i/o fenazina-1-carboxamida, que 
poden actuar com a transportador d’electrons (shuttles), no només per a les bactèries que els 
produeixen sinó també per altres espècies per a transferir electrons a l’ànode. Aquest que reforça la 
hipòtesi que la via acetoclàstica de la Methanosarcina sp. pugui desenvolupar un paper important en 
sintròfia amb aquestes poblacions en MFC, actuant com a acceptor d’electrons dels metabòlits 
produïts per Pseudomonas stutzeri, per tant, veient diminuida la seva incidència relativa en el biofilm 
(64,8% al 4,5%) quan s’inhibeix la via acetoclàstica de Methanosarcina sp. 
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Un estudi de Zinder et al. (1984) indica que la concentració de BES necessària per inhibir la 
metanogènesi hidrogenotròfica (50 mM) va ser molt superior a  la utilitzada per a inhibir la 
metanogènesi acetoclàstica (1mM). Parameswaran et al. (2011) van inhibir completament la 
metanogènesi amb 50 mM, reforçant la interacció entre els microorganismes electrogènics i els 
homoacetogènics en el biofilm de l’ànode, inclús a T H curts que limiten els homoacetogèns en 
suspensió. Cal tenir en compte, però, que aquests valors eren resultat d’un estudi de curta durada 
(hores) i que no es poden extrapolar a estudis de llarga durada, com aquest treball, ja que podria 
tenir lloc l’adaptació o la degradació del BES. 
Una altra hipòtesi és que el BES pot afectar algunes dels arqueobacteris actuant com a substrat 
competitiu o mitjançant altres mecanismes, ja que el radical sulfonat del BES pot servir com a 
acceptor alternatiu d’electrons per les bactèries sulfato-reductores (Chiu i Lee, 2001). De fet, 
Spirochaetes està descrit com un fílum que pot actuar en sinèrgia amb bacteris sulfatorreductors a 
l’ànode de MFC (Cristiani et al., 2012). Sphingobacetraceae produeix l’enzim iron-sulfur binding 
oxidoreductasa i un dels metabolismes relacionats amb aquestes espècies és la degradació dels 
compostos metilsulfonat i etildisulfonat (MetaCyc). 
Degut a que els efectes potencials del BES en la metanogènesi són inespecífics, es requereixen 
estudis en més profunditat per entendre la seva influència en l’ecologia de la comunitat microbiana 
de les MFC. 
 
4.2 Estudi de la capacitat electrogènica d’un arqueobacteri metanogènic 
4.2.1 Caracterització fisicoquímica 
Per tal de caracteritzar el funcionament de les diferents condicions experimentals, es va realitzar el 
seguiment de la degradació de la DQO soluble de les MFCp (Taula 4.5). Tal i com es pot observar, no 
hi va haver diferències significatives  entre els reactors amb diferents condicions experimentals, amb 
unes eliminacions de DQO entre 50 i 67%, exceptuant les MFCp inoculada amb E. coli, en la qual es 
va obtenir una degradació del 20%. El fet que en el control mineral hi hagi degradació de DQO indica 
que hi va haver contaminació, per tant el resultat obtingut en la resta de cel·les no és fiable. 
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Taula 4.5. Degradació de la DQO soluble (%) en les cel·les MFCp.  
 
 
4.2.2 Caracterització electroquímica 
 A al Figura 4.7 es mostren les cel·les amb M. barkeri i el control mineral. En la cel·la amb M. barkeri 
es pot veure com el voltatge es produeix de manera cíclica. Després de cada addició d’acetat hi ha un 
increment en el voltatge que va decreixen paulatinament. No obstant, el control té el mateix 
comportament, fet que concorda amb les eliminacions de DQO similars observades en tots els 
tractaments. Tot això, junt amb el fet que algunes repliques diferien considerablement entre si 
(resultats no mostrats), fan pensar que hi va haver contaminació biològica, Aquesta contaminació es 
va poder originar per diverses vies. Podria ser que s’hagués contaminat el medi de cultiu o que la 
contaminació s’hagués introduït a través del borbolleig de nitrogen, ja que no es va utilitzar filtre de 
0,22 m  previ a la injecció del nitrogen gas. 
      
Figura 4.7. Corbes de voltatge obtingudes de les MFCp A2 (M. barkeri) i de 
la MFCp D2 (Control mineral).  
Cal destacar que els voltatges màxims obtinguts de la soca de M. barkeri van ser més baixos (20-30 
mV) en comparació amb els que es varen obtenir en els experiments previs del grup (60-80 mV) 
realitzats també en discontinu amb M. barkeri en acetat, on es va confirmar l’existència de 
MFCp (duplicats) 
Degradació de DQO 
(%)
M. barkeri amb medi de cultiu 58 ± 8
Medi cultiu DSMZ 67 ± 14
M. barkeri  sense medi cultiu 64 ± 11
Control mineral 62 ± 5
Control biològic (E. coli ) 20 ± 2
M. barkeri amb medi de cultiu1 50 ± 9
1 En circuit obert.
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contaminació microbiana per l’anàlisi de les bandes predominants  d’eubacteris obtingudes per 
DGGE on es va trobar Pseudomonadaceae i Phyllobacterium (Rhizobiales), tot i que les bandes 
corresponents als arqueobacteris es van identificar com a M. barkeri.  
Per tal de comprovar si l’activitat electroquímica observada en algunes cel·les es podia atribuir a un 
mecanisme específic de transferència (TEE) (presència de shuttles o proteïnes de membrana 
conductores amb comportament redox),  es van realitzar voltamogrames cíclics del sobrenedant dels 
diferents tractaments. A la Figura 4.8 es presenta un exemple de un voltamograma cíclic.  
 
Figura 4.8. Exemple de voltamograma cíclic realitzat al medis de la cel·la 
que contenia la M. Barkeri (verd) i del control mineral (vermell). 
El resultat dels voltamogrames cíclics realitzats a les MFCp, no van mostrar activitat electroquímica 
clara (presència de shuttles o proteïnes de membrana conductores amb comportament redox). 
Aquest resultat sembla indicar que la contaminació es va produir per microorganismes que poden 
transferir electrons per contacte directe amb l’ànode. El fet de no tenir control positiu no permet 
discernir la font d’algun possible error en la mesura. 
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5. Conclusions i treballs futurs  
Els resultats d’aquest estudi indiquen que arqueobacteris metanògens com la Methanosarcina sp. 
poden desenvolupar un paper important en el funcionament de les MFC en sintròfia amb alguns 
eubacteris presents a l’ànode, com Pseudomonas stutzeri. 
L’addició del BES (2-bromo età sulfonat) no inhibeix completament la metanogènesi a concentracions 
entre 0,16 i 10mM, a diferència del que indiquen altres estudis (Chae et al., 2010; Zhuang et al., 
2012). Les concentracions esmentades podrien inhibir la via acetoclàstica associada a la 
Methanosarcina sp., potenciant la via hidrogenotròfica. S’observa un augment en la diversitat de la 
població d’eubacteris, així com en l’abundància relativa de fílums com Bacteroidetes, que pot estar 
relacionat amb l’augment de l’eficiència Coulòmbica.  
Amb l’objectiu d’entendre millor el comportament de la comunitat microbiana al compartiment 
anòdic de les MFC i estudiar en profunditat la hipòtesi plantejada en les conclusions d’aquest treball, 
en futurs estudis s’hauria de realitzar la mesura de l’hidrogen produït al compartiment anòdic per 
cromatografia gasosa. D’altra banda, seria interessant l’anàlisi del fraccionament isotòpic C12/C13 del 
metà produit sense BES i després del BES, per poder determinar el seu origen i la vía metabòlica 
(acetoclàstica i/o hidrogenotròfica) afavorida.  
La càrrega orgànica ( CO) d’alimentació al compartiment anòdic es va fixar en 9 kg DQO/m3.d-1 molt 
elevada amb a simular les concentracions de residus reals. La disminució de la càrrega orgànica així 
com l’augment del temps de retenció hidràulic ens permetria un estudi més detallat dels paràmetres 
fisicoquímics d’intensitat generada, degradació de DQO i eficiència Coulòmbica (EC), que en aquest 
cas han estat baixos, degut possiblement a la saturació del sistema, per poder estudiar amb més 
precisió els fenòmens que tenen lloc en aquest tipus de biocel·les. 
Els experiments duts a terme en els reactors en discontinu no han proporcionat els resultats 
esperats, ja que és difícil mantenir l’estanqueïtat i esterilitat en aquests sistemes amb cultius purs, on 
es detecta contaminació biològica en la majoria dels casos. 
Per últim, i de gran importància, caldria complementar les tècniques microbiològiques amb la 
realització que PC  quantitativa (qPC ), per quantificar l’augment o disminució de les poblacions 
microbianes d’interès conegudes a partir dels perfils de tècniques qualitatives semiquantitatives 
(DGGE i piroseqüenciació). 
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6. Agraïments 
Aquest treball s’ha dut a terme dins el programa GIRO (Gestió Integral de Residus Orgànics), unitat 
mixta IRTA-UPC, en el marc del projecte “Dinàmica del nitrogen en cel·les microbianes de 
combustible funcionant amb purins porcins” (CTM2  9-12632,subprograma TECNO). 
Vull agrair al Dr. August Bonmatí i al Dr. Marc Viñas el seu suport i correccions, i a l’Ana Sotres tot 
l’esforç dedicat, per transmetre’m la seva empenta i els seus coneixements sobre aquest camp, ara ja 
no tan desconegut per mi. 
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